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PCT/EP 99/0 

• -1- 

SEBOZYTEM^ SEBOZ YTEW-ZELLIWIE UWD DEREW VERWEMDUWGf^ 

Be s chr e ibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft fetthaltige und 
talgproduzierende Zellen der Haut und Schleimhaut, auch 
Sebozyten genannt, Insbesondere betrifft sie Talgdrusenzellen 
und eine Talgdrusenzellinie mit der Eigenschaft, uber viele 
Subkulturen hinweg weitergezuchtet werden zu konnen.- Die 
Sebozyten eignen sich hervorragend fiir nutzliche Anwendungen, 
beispielsweise zur Untersuchung der Physiologie und 
Pathophysiologie der menschlichen oder der tierischen Talgdruse, 
zur Untersuchung der Entstehung der Akne, der Seborrhoe bzw. 
anderer Erkrankungen, zum Testen der Wirkung verschiedener 
Substanzen und von Medikamenten, zur Entwicklung von 
Zellkultursystemen aus zweidimensionalen oder dreidimensionalen 
Zellansammlungen und Konstruktionen organahnlicher Strukturen, 
und zur Herstellung von Produkten, die von diesen Zellen 
stammen . 

Zunehmende Anzeichen sprechen dafur, dafi die Sebozyten eine 
kritische Rolle in pathophysiologischen Prozessen und in 
Krankheiten des Talgdrusen-Haar-Apparates , insbesondere bei der 
Akne (Gollnick et al, J. Dermatol- 1991;18:489-499; Brown und 
Shalita. Lancet 1998;351:1871-1876; Cunliffe. Dermatology 
1998;196:9-15; Strauss. Dermatology 1998;196:182-184) spielen. 
Ein Groftteil unseres Verstandnisses der Physiologie und 
Pathophysiologie der Talgdrlise stammen aus experimentellen 
Tiermodellen (Pochi, in Models in Dermatology, Vol. 2, N. Lowe 
and H. Maibach, editors, Basel, 1985;70-75). Es wurde aber 
gefunden, daft Tiermodelle keine verniinftigen Voraussagen zur 
Beurteilung der Wirkungen von Anti-Akne-Medikamenten beim 
Menschen zulieften (Geiger. Dermatology 1995;191:305-310). Die 
Tatsache, daft Akne lediglich beim Menschen auftritt und daft die 
sekretorische Aktivitat der Talgdruse stark spezienspezif isch 
ist (Nikkari. J. Invest. Dermatol. 1974 ; 257-267 ) , fuhrte zu der 
Suche nach menschlichen Modellen. Anfangliche Studien zur 
Beseitigung dieser Nachteile erfolgten anhand von menschlichen 
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Hautproben, die man entweder in-vitro inkubierte (Hsia et al . 
Proc. Soc, Exp. Biol. Med. 1970;135:285-291; Cooper et al. Br. 
J- Dermatol. 1976;94:165-172; Sharp et al. J. Endrocrinol. 
1976;70:491-499) oder auf Nacktmausen transplantierte (Petersen 
5 et al. J. Clin. Invest. 1984;74:1358-1365). Grundlegende Studien 
iiber die Aktivitat menschlicher Sebozyten sowie deren 
Regulierung waren jedoch erst in dem vergangenen Jabrzehnt 
moglich, als lebensfahige menschliche Talgdrusen isoliert wurden 
(Kealey et al. Br. J. Dermatol- 1986;114:181-188) und das 
10 Kulturmodell menschlicher Sebozyten in vitro etabliert werden 
konnte (Xia et al, J. Invest. Dermatol. 1989;93:315-321). 

Im Laufe der vergangenen Jahre wurden durch Modif ikationen der 
Kulturtechnik von Xia et al. (1989) Verbesserungen hinsichtlich 

15 der Reproduzierbarkeit der Kultivierung menschlicher Sebozyten 
in vitro erzielt. So verzichteten Zouboulis et al. (Skin. 
Pharmacol. 1991;4:74-83) durch die Zugabe menschlichen Serums 
auf Hydrokortison im Kulturmedium. Lee (in Epithelia: Advances 
in Cell Physiology and Cell Culture; C.J. Jones, editors: 

20 Kluwer, Dordrecht, 1990 ; 333-350 ) behandelte Talgdrusen mit 

Kollagenase, bevor sie sie in serumfreiem Medium, welches mit 
Zusatzstof f en angereichert war, kultivierte. Ebenso konnten 
primare Sebozytenkulturen erhalten werden, indem die 3T3- 
Fibroblastenschicht, die als Haf tungsboden dient, weggelassen 

25 wurde (Akamatsu et al. J. Invest. Dermatol. 1992;99:509-511)- 
Sekundare Kulturen konnten in einem Medium, welches durch 
entfettetes Serum erganzt wurde (Zouboulis et al . J. Invest. 
Dermatol. 1993;101:628-633), sowie in serumfreiem Keratinozyten- 
Basalmedium ohne Zusatze (Akamatsu et al. J. Invest. Dermatol. 

30 1992;99:509-511) auf rechterhalten werden. Ferner wurde gezeigt, 
daB der Keratinozyten-Wachstumsf aktor (KGF) die Ausbeute und die 
Proliferation menschlicher Sebozyten merklich verbesserte (Chen 
et al. J. Invest. Dermatol. 1998;110:84-89). 

35 Trotz dieser technischen Verbesserungen wird die weitere 

Entwicklung stark dadurch behindert, dali das Kultivieren einer 
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groiien Zahl von Sebozyten aus isolierten menschlichen Talgdrusen 
schwierig ist. Insbesondere besteht die Schwierigkeit , das 
Zellenmaterial fur eine lange Zeitdauer in Kultur zu halten, Als 
Grund dafiir wird die Neigung der Sebozyten angenommen, sich zu 
5 dif f erenzieren und durch eine spontane Zellmembranruptur und 

Freisetzung ihres Inhaltes zu sterben. Das beste Resultat wurde 
bisher von Fujie et al. (Arch, Dermatol. Res. 1996; 2-88 : 703-708 ) 
erreicht, die Talgdrusen auf der Grundlage der Technik von Xia 
et al, (1989) isolierten und Sebozyten mittels der Methode der 
10 dispergierten Zellkultur sechs Subkulturen in serumf reiem, 
Keratinozyten-Wachstumsmedium ohne Haf tungszellschicht 
kultivierten , 

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung, Sebozyten 
15 bereitzustellen, die liber eine hohere Anzahl von Subkulturen 
hinweg in Kultur gehalten werden konnen. Dabei soli sich die 
bereitgestellten Sebozyten in ihrem Erscheinungsbild den 
morphologischen, phanotypischen und f unktionellen 
Charakteristika von lebenden, normalen, menschlichen Sebozyten 
20 ahneln bzw. soweit annahern, dali sie sich als zellulares bzw. 

Zellkulturmodell fur fetthaltige, talgproduzierende Zellen und 
insbesondere fur Sebozyten zu physiologischen, 

pathophysiologischen und pharmazeutischen Untersuchungen gut 
eignen . 

25 

Die Erfindung wird durch die Bereitstellung von Sebozyten 
gelost, die immortalisiert sind, Geeigneterweise, da es fur 
niitzliche Anwendungen von vorrangigem Interesse ist, stammen die 
erf indungsgemaften Zellen vom Menschen. Sebozyten dieser Art 
30 liegen vor in der menschlichen Talgdriisenzellinie SZ95, die bei 
der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 
(DSMZ) unter der Hinterlegungsnummer DSM ACC2383 hinterlegt 
wurde . 

35 Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend unter Bezugnahme auf 
die Abbildungen (Fig.) naher erlautert. Fig, 1 und Fig. 2 
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zeigen, daft die bereitgestellten immortalisierten Sebozyten SZ95 
das epitheliale, polymorphe Aussehen der primaren normalen 
Sebozyten, aus denen sie stammen (hier vom Menschen) , behalten 
haben. Daruberhinaus exprimieren die bereitgestellten 
5 immortalisierte^n Sebozyten und ihre Klone ( Klon=Zellen, die 
gesichert aus einer einzigen Zelle stammen) das 

charakteristische, 94-kD-grofte SV-40-GroIie-T-Antigen-, mit dessen 
kodierenden DNA-Sequenz sie transfiziert warden, auch in 
spateren Subkulturen. Die Fig. 1 zeigt (a) normale, menschliche 

10 Sebozyten der zweiten Subkultur, aus denen die bereitgestellten 
immortalisierten Sebozyten stammen, (b) eine adharente 
Sebozytenkultur aus bereitgestellten immortalisierten Sebozyten 
in der ersten Subkultur, (c) bereitgestellte immortalisierte 
Sebozyten (50. Subkultur eines Klons) . Alle Zellen zeigen eine 

15 ahnelnde epitheliale, polymorphe Strultur. Die Fig- 2. zeigt (a) 
Zytozentrifugen-Praparate bereitgestellter immortalisierter 
Sebozyten und (b) der endothelialen Zellkultur HMEC-1, die als 
positive Kontrolle diente, die mit einem monoklonalen Antikorper 
gegen das menschliche SV-4 0-Groi5e-T-Antigen gefarbt sind. Beide 

20 Praparate sind positiv gefarbt und zeigen, daft das menschliche 
SV-40-Grofte-T-Antigen uberwiegend im Zellkern, teils auch im 
Zellzytoplasma, lokalisiert ist. In (c) wird die Expression des 
menschlichen SV-40-Groften-T-Antigen in den bereitgestellten 
immortalisierten Sebozyten mittels Westernblot dargestellt. 

25 Wahrend das menschliche SV-40-Grofte-T-Antigen bei nicht- 

transf izierten, normalen menschlichen Sebozyten (Spur 1) und 
normalen menschlichen epidermalen Keratinozyten (Spur 2) nicht 
nachweisbar war, wurde das charakteristische 94-kD-grofie Protein 
in Proteinextrakten der bereitgestellten immortalisierten 

30 Sebozyten in der 34. Subkultur (Spur 3) sowie von drei 
isolierten Klonen (Spur 4, 5 bzw. 6) nachgewiesen . 

Die immortalisierten Sebozyten der vorliegenden Erfindung sind 
vorzugsweise menschlichen Ursprungs . Die Bedeutung des Ausdrucks 
35 "Sebozyten" ist im weitesten Sinne zu verstehen, d.h. betreffend 
alle Zellen, die mehr oder weniger fetthaltig, talgproduzierend 
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sind, Talg (Sebum) setzt sich liberwiegend aus verschiedenen 
Fetten zusammen. Dabei kann der Fettinhalt der Zellen sowohl 
hinsichtlich der Fett f rakt ionen als auch hinsichtlich der 
Gehalte der Fett f raktionen variieren. In -der Kegel, aber nicht 
5 notwendigerweise, umfafit der Fettinhalt der Zellen freie 

Fettsauren, Triglyceride, Wachse, Squalen, freies Cholesterin, 
Cholesterinester , Dihydroxycholesterin und andere St^roide sowie 
andere Kohlenwasserstof f e . I nsbe sender e werden solche 
immortalisierten Sebozyten bevorzugt, die von der menschlichen 
10 Talgdrusenzelle stammen. Fine besonders gute Eignung fur 
medizinische Zwecke ergibt sich, wenn die Sebozyten aus 
menschlichen Gesichtstalgdru sen zellen stammen . 

Ein wesentliches Charakteristikum der erf indungsgemalien 
15 Sebozyten besteht in ihrer Immortal i s ierung , Immortal isiert im 
Sinne der vorliegenden Erfindung bedeutet das grundsat zliche 
Auf rechterhalten des Vitalzustandes der Zellen uber eine 
Vielzahl von Subkulturen hinweg. Die erf indungsgemalien, 
immortalisierten Sebozyten SZ95 konnten in der zuruckliegenden 
20 Beobachtungszeit von etwa 4^ Jahren uber mehr als 50 Subkulturen 
in Kultur gehalten werden, wohingegen normale menschliche 
Sebozyten nur uber drei bis sechs Subkulturen wachsen konnen, 
bevor sie absterben . 



Die immortalisierten Sebozyten gemafi> der vorliegenden Erfindung 
konnen erhalten werden, indem normale Sebozyten - in der 
bevor zugt en Ausf uhrungsf orm menschlichen Ursprungs und 
insbe sonde re aus der menschlichen Talgdruse - mit einer DNA 
transfiziert wird, die stabile, inaktive Komplexe mit 
prolif erationshemmenden Genen aufbaut. Eine besonders 
erfolgreiche Immortalisierung wurde im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung durch Transfektion normaler menschlicher Sebozyten 
erreicht, insbesondere aus Gesichtstalgdrusen stammend, mit 
einer DNA, die DNA-Sequenzen umfaftt, welche fur das Grofie-T- 
Protein von SV-40 kodiert. Die immortalisierende Wirkung des SV- 
40-Grofien-T-Antigens (Proteins) sowie die entsprechende 
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Verwendung der kodierenden DNA-Sequenz zur Transfektion 
menschlicher Zellen ist an sich bekannt. So warden 
immortalisierte Zellinien durch Transfektion mit einer fur SV-40 
T kodierenden DNA beispielsweise aus anderen Zellen epithelialen 
5 Ursprungs (siehe Tohyama et al. Tohoku. J. Exp. Med, 

1997;182:75-82; Bae et al. Prostate 1998;34:275-282) sowie 
endothelialen Ursprungs (siehe Ades et al, J, Invest-, Dermatol. 
1992;99:683-690 und WO-A-92/17569) erhalten, 

10 Es hat sich herausgestellt , dali eine Sebozyten-Transf ektion nach 
einer Gentransf ermethode mittels Anwendung kationischer Lipide 
(LIPOFECTIN-Reagens; das eine 1 : 1 (w/w) liposomale Formulierung 
der kationischen Lipide DOTMA [ 1 , 2-Diolyloxypropyl-3- 
trimethylammoniumchlorid] und DOPE 

15 [Diolylphosphatidylethanolamin] in membrangef iltertem Wasser [1 
mg/ml] beinhaltet) , bei der die Fremd-DNA uber kationische 
Lipide-DNA-Komplexe durch Endozytose in die Zellen aufgenommen 
wird (siehe Wang et al . In. Vitro. Cell. Dev. Biol. 1991;27A:63- 
74; Staedel et al, J, Invest. Dermatol. 19 94;102:7 68-772), gute 

20 Ergebnisse bei der Immortalisierung lieferte, wobei in der 
Trans fektionsmischung vorzugsweise 0,25 bis 2,0 Vol. -% und 
insbesondere 2,0 Vol.-% LIPOFECTIN-Reagens sowie 0,05 bis 0,5 
Gew.-% und insbesondere 0,5 Gew.-% Fremd-DNA in einem geeigneten 
Transf ektionspuf f er eingesetzt waren. Die Fremd-DNA, wie die fiir 

25 das SV-40-GroJ5e-T-Protein kodierende DNA, ist dabei 

ublicherweise in einem geeigneten Vektor insertiert, bei dem die 
Expression des SV-40-Grolien-T-Proteins vorzugsweise mittels 
Promotor- und Enhancer-Sequenzen gesteigert ist. Sind die 
normalen menschlichen Sebozyten in der bevorzugten Ausfiihrung 

30 durch die DNA transf iziert, die fur das SV-40-GroJi-T-Antigen 

kodiert, so ist zu erwarten, daI5 die bereitgestellten Sebozyten 
nach der erf olgreichen Transfektion und Immortalisierung das 
Groiie-T-Antigen von SV-40 exprimieren. Dies wurde fiir die 
bereitgestellten immortalisierten Sebozyten gemali der 

35 vorliegenden Erfindung immunzytochemisch und durch Westernblot- 



Analysen unter Verwendung monoklonaler Antikorper gegen das SV- 
40-Grofi-T-Antigen bestatigt. 

Die so erhaltenen, immortalisierten Sebozyten liegen 
vorzugsweise in Form einer Zellinie vor und konnen in dieser 
Form in hervorragender Weise fur die Anwendungszwecke eingesetzt 
werden. 

Die immortalisierten Sebozyten gemaJi der vorliegenden Erfindung 
wuchsen nach Anpassung an serumfreies Kulturmedium besser als 
nicht-transf izierte, normale menschliche Sebozyten, und sie 
hielten ihre Fahigkeit aufrecht, Talgdrusen-spezif ische Lipide 
zu synthetisieren - im Gegensatz zu den in serumfreiem Medium 
gehaltenen, nicht-transf izierten normalen menschlichen 
Sebozyten. Die erf indungsgemalien immortalisierten Sebozyten 
konnen somit als stetig erneuerbare und vermehrungsf ahige 
Zellinie dienen und in definierten Kulturmedien wachsen. 

Bin besonderer Wert der erf indungsgemaften, immortalisierten 
Sebozyten besteht darin, dal5 sie in morphologischer , 
phanocypischer und f unktioneller Hinsicht Herkmale von nicht- 
transf izierten, normalen und dif f erenzierenden Sebozyten 
aufweisen, Dadurch bieten sich die erf indungsgemaiien, 
immortalisierten Sebozyten in hervorragender Weise als Modell zu 
physiologischen, pathophysiologischen und pharmakologischen 
Untersuchungen an, Gleichzeitig wird der Nachteil der begrenzten 
Lebensf ahigkeit herkommlicher , in Kultur gehaltener normalen 
Sebozyten menschlichen Ursprungs vermieden. So konnte bestatigt 
werden, daB immortalisierte Sebozyten gemalJ der vorliegenden 
Erfindung einen normalen Sebozyten-Phanotyp weitgehend 
auf rechterhalten und sich in f unktioneller Hinsicht ahnlich wie 
nicht-transf izierte, normale menschliche Gesichtssebozyten 
verhalten konnen. 

Es wurde f estgestellt , daii die erf indungsgemalien, 
immortalisierten Sebozyten bzw. die Sebozytenlinie (Sebozyten- 
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Zellinie) eine polymorphe, epitheliale Erscheinung zeigen, die 
derjenigen nicht-transf izierter , normaler menschlicher Sebozyten 
ahnelt. In der Zellkultur erschienen Zellen unterschiedlicher 
Grofte und intrazellularer Struktur, was auf unterschiedliche 
5 Stadien in der Zellreifung hinwies. So warden Zellen 

unterschiedlicher Grolie, durchschnittlich bis hin zur 5-fachen 
bzw. 6-fachen Grofie bei konfluentem Wachstum, beobachtet, was im 
wesentlichen der Zellgroliensteigerung von nicht-transf izierten, 
normalen menschlichen Sebozyten mit progressiver Dif f erenzierung 

10 in vitro (durchschnittlich 4- bis 5,5-facher Grolienunterschiede) 
entspricht. Des weiteren wurden wie bei nicht-transf izierten, 
normalen menschlichen Sebozyten reichlich Fettpartikel im 
Zytoplasma der erf indungsgemafien, immortalisierten Sebozyten 
gefunden. Die Synthese der charakteristischen Talgdriisenlipide 

15 Squalen und Wachsester, wie es fiir normale menschliche Sebozyten 
viblich ist, wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
experimentell bestatigt. Ferner synthetisierten die 
immortalisierten Sebozyten der vorliegenden Erfindung freie 
Fettsauren - was wiederum mit den Erkenntnissen uber nicht- 

20 transf izierten, normalen menschlichen Sebozyten in vitro 

korreliert - und zwar sogar nach einer bereits hohen Zahl von 
Subkulturen. 

Auch Expressionsmarker , die einen Sebozytenursprung bestatigen 
25 und eine intakte Dif f erenzierung aufzeigen, wurden als typische 
Anzeichen fiir Sebozyten bei der erf indungsgemafien, 
immortalisierten Sebozyten bzw. Sebozytenlinie bestatigt. So 
exprimierten die erf indungsgemafien, immortalisierten Sebozyten 
bzw. die Sebozytenlinie fur Sebozyten typische Antigene der 
30 humanen polymorphen epithelialen Mukoproteingruppe, wie das 

Talgdrusenantigen, humanes Milchf ettglobulin-1 und -2^ humanes 
epitheliales Sialomucin, das Thomsen-Friedenreich-Antigen, 
Muzin-ahnliches-Karzinom assoziiertes Antigen sowie epitheliales 
Membranantigen . Dies wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
35 immunozytochemisch und durch Westernblot-Analyse bestatigt. 
Dariiber hinaus exprimierten die erf indungsgemaften. 
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immortalisierten Sebozyten bzw. die Sebozytenlinie die fur 
nicht-transf izierte, norma le menschliche Sebozyten typischen 
Keratin-Antigene, wie solche der Sub-Klassen 1 , 13 und 19 . Der 
Antigenphanotyp belegte somit den Sebozytenursprung sowie die 
5 Sebozytendif f erenzierung, 

Auch in funktioneller Hinsicht verhalten sich die 
immortalisierten Sebozyten bzw. die Sebozytenlinie der 
vorliegenden Erfindung ahnlich zu nicht-transf izierten, normalen 

10 menschlichen Sebozyten. So sprachen die immortalisierten 

Sebozyten der vorliegenden Erfindung auf die Einwirkung durch 
Androgene an, wie z.B. bei 5a-Dihydrotestosteron, indem ihre In- 
Vitro-Prolif eration gesteigert w.urde. Ferner besafSen die 
erf indungsgemafien, immortalisierten Sebozyten bzw. die 

15 Sebozytenlinie die Fahigkeit, ihre Proliferation durch 

Einwirkung von Retinoiden, insbesondere solche des nicht- 
aromatischen Typs (z.B, 13-cis-Retinsaure , all-trans- 
Retinsaure) , zu verandern. 

20 Eine bevorzugte Ausgestaltung der vorliegenden Erfindung besteht 
darin, dali die immortalisierten und vorzugsweise menschlichen 
Sebozyten kloniert sind. Dies hat den Vorteil, dafJ die 
immortalisierten Sebozyten bzw. die daraus entstehende 
Sebozytenlinie mitt els der einheit lichen genomischen Basis gut 

25 definiert und spezifisch charakterisiert sind. Eine klonierte 
und immortalisierte menschliche Sebozytenlinie wurde 
geeigneterweise erhalten, indem immortalisierte Sebozyten in 
Kulturgef alien solange verdunnt wurden, bis die Zellteilung von 
lediglich einer Zelle pro Kulturgef afi neu e inset zte . Dies konnte 

30 mittels mikroskopischer Beobachtungen iiberwacht und kontrolliert 
werden . 

Somit wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung f estgestellt , 
dafi die erhaltenen, immortalisierten menschlichen Sebozyten bzw. 
35 die daraus entstehende Sebozytenlinie ihre Sebozytenidentitat im 
Vergleich zu nicht-transf izierten, normalen menschlichen 
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Sebozyten erhielten. Dies wurde durch Charakterisierungs- 
kontrollen und funktionelle Tests bestatigt. 

Eine Sebozytenlinie mit der Bezeichnung SZ95, die die oben 
5 genannten Vorteile der vorliegenden Erfindung in sich vereinigt, 
stellt die unter der Hinterlegungsnummer ACC2383 bei der DSMZ 
hinterlegten Talgdrusenzell ( Sebozyten) -Linie dar. 

Somit bieten die immortalisierten Sebozyten bzw. die 

10 Sebozytenlinie gemafl der vorliegenden Erfindung ausgezeichete 
Moglichkeiten ftir sehr niitzliche Anwendungen. Generell konnen 
die Sebozyten bzw. die Sebozyten-Zellinie gemafi der Erfindung 
fur diagnostische, fur therapeutische oder fur kosmetische 
Ansatze eingeset zt werden. Speziell dienen die oben 

15 beschriebenen Sebozyten bzw. die Sebozytenlinie zu 

Unter suchungen der Physiologie oder der Pathophysiologie von 
lipidhaltigen, talgproduzierenden Zellen, insbesondere von 
menschlichen oder tierischen Talgdrusenzellen, sowie deren Rolle 
in pathophysiologischen Prozessen der Haut und in 

20 Haut krankheiten wie z.B, der Akne . Mit Hilfe der Erfindung kann 
so die Entstehung der Akne und/oder der Seborrhoe und/oder 
anderer Erkrankungen, insbesondere von Hautkrankheiten, bei 
denen die Talgdrusenf unktion eine Rolle spielt oder spielen 
kann, untersucht werden. Die Gegenstande der vorliegenden 

25 Erfindung dienen ferner als ausgezeichnete Modelle zum Testen 
und zur Beurteilung von Anti-Akne- und/oder Anti-Seborrhoe- 
Verbindungen oder -Mitteln aber auch von Mitteln gegen 
Erkrankungen, insbesondere von Hautkrankheiten, bei denen die 
Talgdrusenf unktion eine Rolle spielt oder spielen kann, Gerade 

30 vor der Durchfuhrung klinischer Studien sind solche In-Vitro- 
Untersuchungen zu pharmakologischen Eigenschaf ten von 
Medikamente nutzlich . 



Die oben beschriebenen Sebozyten oder Sebozytenlinie gemali der 
35 Erfindung haben ferner den Vorteil, dali damit weitere 

Zellkultursysteme etabliert werden konnen. Dies schliefit die 
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Entwicklung von einfachen und von komplexen Zellkultursystemen 
ein. Einfache Zellkultursysteme bedeutet in der Regel 
zweidimensionale Einschicht- oder Mehrschicht-adharente Kulturen 
Oder nicht-adharente Kulturen und werden beispielsweise 
5 gebildet, indem man die oben beschriebenen Sebozyten mit anderen 
Zellarten einmischt oder getrennt durch semi- oder nicht- 
permeablen Membranen kultiviert (Schwartz et al. J. Surg. Res. 
1998;76:79-85; Nackman et al. Surgery. 1998;124:353-61). 
Komplexe Zellkultursysteme bedeutet in der Regel eine 

10 dreidimensionale Kultivierung einschichtiger oder 

mehrschichtiger Kulturen und werden beispielsweise gebildet, 
indem man die Zellen als Spharoide, auf Spharoide, in Kollagen 
Oder in anderen Gelpraparaten oder in einer kiinstlichen Haut- 
ahnlichen Struktur kultiviert (Korff und Augustin. J. Cell. 

15 Biol. 1998;143:1341-1352; Hamamoto et al. J. Biochem. (Tokyo) 

1998;124:972-979; Desoize et al. Anticancer. Res. 1998 ; 18 : 4147- 
4158; Hamilton. Cancer. Lett. 1998;131:29-34; Niemann et al. J, 
Cell. Biol. 1998;143:533-545; Awata et al. J. Gastroenterol. 
Hepatol. 1998;13 Suppl : S55-61 ; Voura et al . Microsc. Res. Tech. 

20 1998;43:265-275; Pipili-Synetos et al. Br. J. Pharmacol. 
1998;125:1252-1257; Vasile et al. J. Histochem. Cytochem. 
1999;47:159-168; Michalopoulos et al. Hepatology. 1999;29:90- 
100; Trent und Kirsner. Int. J. Clin. Pract. 1998;52:408-413; 
Fransson et al. Br. J. Dermatol. 1998;139:598-604; Konstantinova 

25 et al. Arch. Dermatol. Res. 1998;290:610-614; Black et al. 

FASEB. J. 1998;12:1331-1340; Zhao et al. Biochem. Biophys . Res. 
Commun. 1999;254:49-53) . 

Eine besonders brauchbare Nutzung betrifft die Bildung von 
30 dreidimensionalen Zellansammlungen oder die Konstukt ionen bzw. 
Rekonstruktionen organahnlicher Strukturen aus den 
erf indungsgemaften Sebozyten bzw. der erf indungsgemafien 
Sebozytenlinie . Hierfur werden die Sebozyten allein, 
vorzugsweise aber zusammen mit weiteren, hautauf bauenden Zellen, 
35 insbesondere mit Keratinozyten, Fibroblasten, Melanozyten, 
Endothelzellen, Langerhans-Zellen und/oder Zellen aus dem 
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Haarfollikel eingesetzt. Zur Bildung solcher dreidimensionaler 
Zellansammlungen oder Konstuktionen bzw. Rekonstruktionen 
organahnlicher Strukturen wird geeigneterweise zunachst ein 
Stutzgerust mit Kollagen oder anderen Gelpraparaten und/oder mit 
5 Stucken von inakt iviertem Gewebe bereitgestellt , und danach die 
genannten Zellen in oder auf dieses Stutzgerust ein- bzw, 
aufgebracht werden. Diese Methode ist dem Fachmann an sich 
bekannt und erste Praparate sind im Handel erhaltlich (Trent und 
Kirsner. Int , J. Clin, Pract . 1998;52:4 08-413; Fransson et al. 

10 Br, J. Dermatol, 1998;139:598-604; Konstantinova et al. Arch. 
Dermatol. Res. 1998;290:610-614; Black et al . FASEB. J. 
1998;12:1331-1340; Zhao et al, Biochem, Biophys . Res. Commun. 
1999;254:49-53). Auf diese Weise wird eine "ktinstliche Haut" oder 
ein Hautersatz hergestellt, was ausgezeichnete Moglichkeiten fur 

15 die Transplantationsmedizin, fur die Rekonstruktion von defekten 
Hautpartien wie z.B. verbrannter Haut, oder zur Therapie von 
Hautlasionen bietet. Mit Hilfe der Erfindung kann diese 
"kunstliche Haut" auch Fett/Talg in ausreichender Menge 
synthetisieren, wenn die erf indunggemalien Sebozyten in diesem 

20 Konstrukt eingebracht werden. 

Ein weiteres Gebiet sehr nutzlicher Anwendungen betrifft die 
Herstellung von Produkten, die von den erf indungsgemaJien 
Sebozyten bzw. der erf indungsgemafien Sebozytenlinie stammen, 

25 Dies schlielit die Isolierung und Reinigung von zellularen 

Substanzen, wie Lipide, Proteine, DNA und/oder RNA, ein. Da die 
Zellen immortalisiert sind, stehen sie als stete Quelle fur 
solche zellulare Substanzen zur Verfugung. Spezielle Beispiele 
fur sehr brauchbare Substanzen, die auf diese Weise aus den 

30 Zellen erhaltlich sind, schlielien ein: Hautlipide fur die 
Anwendung in topischen Mitteln und Medikamenten, die im 
untenstehenden Beispiel 3 im Zusammenhang mit der phanotypischen 
Charakterisierung der Sebozyten genannten, antigenen Proteine, 
und ferner die Erzeugung von Plasmid-DNA oder Vektor-DNA. Die 

35 Erzeugung von Plasmid-DNA oder Vektor-DNA erfolgt auf dem 

Fachmann bekanntem gentechnologischem Wege; damit konnen z.B, 
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Gene erfaftt werden, die die Lipidproduktion induzieren. Gerade 
mit solchen, geeigneten Plasmid- und Vektor-Konstrukten, wobei 
die Bildung viraler Vektoren ebenfalls in Betracht gezogen 
werden konnen, konnen wiederum andere Zellen oder Organismen 
5 modifiziert oder transfiziert werden. 

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend anhand ni<:ht 
einschrankender Beispiele naher erlautert. 



10 

Beispiele 

Fur die anschliefiend beschriebenen Beispiele konnen die 
nachfolgend beschriebenen materiellen und methodischen 
15 Ausgestaltungen Anwendung finden. Die Beispiele sind jedoch 
nicht einschrankend zu verstehen. 



Zellkulturen 

20 

Wenn nicht anders angegeben warden alle Zellen als adharente 
Kulturen in einem Medium gehalten, welches aus modif iziertem 
DMEM/Ham's F12-Medium ( 1 : 1 ) (erhalt lich von Biochrom, Berlin, 
Deutschland) mit 2 mM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin bestand, 
25 welches mit 10% hit zeinaktiviertem, fotalem Kalberserum (FCS; 
Biochrom) sowie 50 ^ig/ml Gentamycin (erhaltlich von Gibco-BRL, 
Karlsruhe, Deutschland) erganzt war. Die Kultur wurde bei 31 ""C 
in feuchter Atmosphare, die 5% CO2 enthielt, gehalten, und das 
Kulturmedium wurde alle 2 bis 3 Tage erneuert . 

30 

Isolierung und Kultivierunq normaler menschlic her Sebozyten 



35 



Normale Sebozyten wurden von der Gesichtshaut einer 87-jahrigen 
weiblichen Patientin, die einer Operation unterzogen wurde, 
isoliert, wie es von Xia et al. (J* Invest. Dermatol. 
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1989;93:315-321) beschrieben wurde - Die isolierten Talgdrusen 
wurden ohne Haf tungszellschicht in dem Standardmedium 
kultiviert, welches mit 9 ng/ml Epidermal-Growth-Factor (EGF) , 9 
ng/ml Kerat inocyte-Growth-Factor (KGF) (beides erhaltlich von 
5 Boehringer Mannheim, Deutschland) , 0,4 ng/ml Hydrocortison 

(erhaltlich von Sigma, Deisenhofen, Deutschland) sowie 10"^ M 
Choleratoxin (erhaltlich von Calbiochem, Bad Soden, Deutschland) 
erganzt war. Kulturen primarer normaler Sebozyten ergaben sich 
als Auswuchs aus der Peripherie der Talgdrusenlappchen . 

10 

Immunzytochemische Untersuchungen 

Dispergierte Zellen aus subkonf luente normale Sebozytenkulturen 

15 wurden auf Glas-Ob j ekttragern mittels Zytozentrif ugation 

angeheftet. Die Proben wurden luf tgetrocknet und mittels kaltem 
Aceton uber 10 Minuten fixiert. Die Praparate wurden dann mit 
dem entsprechenden monoklonalen Antikorper oder einem 
Kontrollantikorper fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

20 Gebundene Antikorper wurden nachgewiesen durch Kopplung mit 

einer 1 : 100-Verdunnung eines monoklonalen Antikorper konj ugats 
aus Kaninchen-/Anti-Maus-IgG (H+L) und einem Alkalische 
Phosphatase/Anti-Alkalische Phosphatase-Komplex (erhaltlich von 
Dianova, Hamburg, Deutschland) fur 30 Minuten bei 

25 Raumtemperatur. Primare und sekundare monoklonale Antikorper 

wurden verdiinnt in Losungen, die 10% RPMI-1640 und 10% FCS bei 
einem pH von 7,4 enthielten. Die Waschschr itte wurden dreifach 
mit PBS-Puffer ohne Ca^^ und Mg^"" (erhaltlich von Biochrom) 
durchgef iihrt . Die Praparate wurden fiir 30 Minuten in gepufferter 

30 Losung (pH 8,8) angefarbt mit Neufuchsin als Haf tungsagens und 
einem Naphtholsalz als Kupplungsagens (beides von Sigma) , 
gegengefarbt mit Mayer ^s Haemalum (Merck, Darmstadt, 
Deutschland) , abgedeckt und unter einem Lichtmikroskop 
beurteilt • 



35 
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Isolierung und Quantif izierung von Proteinen 

Urn zellulare Proteine zu isolieren, warden Zellkulturen zweimal 
mit PBS gewaschen, direkt in den Kulturgef alien mittels einer 
5 kalten Losung lysiert, die aus 50 mM HEPES, 1% Nonidet P-40 

(erhaltlich von ICN, Aurora, OH, USA) , 150 rtiM NaCl sowie einem 
Proteaseinhibitor (Complete™ Mini; erhaltlich von Boehringer 
Mannheim) bestand, anschliefiend abgeschabt und in kleinen 
Zentrif ugationsgef aften geerntet . Das gewonnene Material wurde 

10 mittels Ultraschalleinwirkung homogenisiert , zentrif ugiert , und 
die Uberstande wurden auf Eis gehalten. Bicinchoninsaure (BCA- 
Protein-Assay; erhaltlich von Pierce, Rochford, IL, USA) wurde 
zugegeben, um das Gesamtprotein sichtbar zu machen, und die 
Proteinkonzentration wurde durch Messung der Absorption bei 550 

15 nm quantif iziert , 

Westernblot-Analyse 

20 Aliquots des isolierten Proteins (20 fxg) wurden fiir 15 Minuten 
auf 95°C erhitzt. Eindimensionale SDS/PAGE-Elektrophorese wurde 
bezuglich jeder Probe auf 7 , 5-prozentigen Gelen durchgef uhrt . 
Dann wurden Proteine auf eine Transf ermembran (Immobilon-P aus 
PVDF; erhaltlich von Millipore, Eschborn, Deutschland) unter 

25 Verwendung eines Standard-Blotsystems (erhaltlich von Bio-Rad, 

Munchen, Deutschland) ubertragen. Die Blots wurden mit primarem, 
monoklonalem Antikorper fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur 
inkubiert und dann mit Meerrettichperoxydase-kon j ugiertem 
Ziege/Anti-Maus-monoklonalem Antikorper bzw. Ziege/Anti- 

30 Kaninchen-monoklonalem Antikorper (erhaltlich von Oncogene 

Science) in einer Verdunnung von 0,2 |ig/ml fiir 60 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Nach griindlichem Waschen wurden 
Signale durch die Chemilumineszenzmethode unter Verwendung einer 
Standard-Assay (ECL, erhaltlich von Amersham, Braunschweig) auf 

35 Rontgenstrahl-empf indlichen Filmen (XAR 5; erhaltlich von Kodak, 
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Rochester, NY, USA) sichtbar gemacht, wobei mehrere 
Bestrahlungsintervalle eingestellt wurden . 

5 Qlrot- und Nilrot-Anf arbung 

In Kanmerobjekttragern wachsende Zellen wurden entweder mit 

0,6 %-iger Losung von Olrot (Sigma) in 60 % , igem Isopropanol fur 

15-120 min, oder mit 1 [ig/ml Nilrot-Farbstof f (erhaltlich von 

10 Kodak) fur 15 min. bei Raumtemperatur inkubiert, wie von Xia et 
al. (1989) (supra) beschrieben. Die Kulturen wurden dann unter 
einem Lichtmikroskop (nach Olrotanf arbung) oder einem 
Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung eines 450-500 nm Bandpass- 
Anregungsf ilters mittels Lichtemission iiber 528 nm (nach . 

15 Nilrotanf arbung) beobachtet. 

Durchf lufizytometrie 

20 Dispergierte, nicht-markierte Zellen wurden zur Bestimmung der 
Zellgrofi>e mittels eines her kommlichen Sorters sortiert, wahrend 
mit Nilrot-Farbstof f (erhaltlich von Kodak) markierte Zellen zur 
Bestimmung des Lipidgehalts durchf lufizytometrisch auf 
Fluoreszenzbasis bestimmt wurden. Es wurden 10.000 Zellen pro 

25 Probe untersucht. 

Markierung und Extraktion von Lipiden 

30 Zellkulturen wurden in Kulturmedium fur zwei Tage gehalten und 
dann mit einem radioaktiven Puis versetzt uber das Natriumsalz 
von [2-^^C] -Essigsaure (45-60 mCi/mmol; erhaltlich von Dupond- 
NEN, Boston, MA, USA) in einer Konzentration von 0,5 ^iCi/ml in 
RPMI-1640-Medium, zu dem 2mM L-Glutamin, 10 % hit zeinaktiviertes 

35 FCS, und 100 lU/ml Penicillin und 100 iig/ml Streptomycin 

zugesetzt war. Danach wurde fiir weitere 24 Stunden inkubiert. 
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Lipide wurden aus kultivierten Zellen und aus dem iiberstehenden 
Kulturmedium isoliert und aufgetrennt nach neutralen Lipiden, 
Fettsauren und Phospholipiden (siehe Seifert et al . J. Invest. 
Dermatol. 1997 ; 108 : 375 ) . 

5 

Die Grolientrennung nach Fraktionen und die Sichtbarmachung von 
neutralen Lipiden und freien Fettsauren wurden durch- 
Hochleistungs-Diinnschichtchroinographie (HPTLC) erhalten, die auf 
20x10 cm^ grofJen Silicagel-beschichteten Glasplatten (erhaltlich 

10 von Merck, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt wurden. Die 
Flatten wurden mit n-Hexan vorbehandelt und fur 24 Stunden 
getrocknet- Die Proben wurden durch einen automatischen Lipid- 
Applikator (Linomat IV; Camag, Berlin, Deutschland) aufgetragen, 
Chromatogramme der neutralen Lipide wurden in einer n- 

15 Hexan/Diethylether-Losung (9:1) auf 9 cm entwickelt, getrocknet 
und in einer Losung von Chlorof orm/Diethylether/Ethylessigsaure 
(80:4:16) auf 4,5 cm nachentwickelt . Zur Belichtung wurden 
Belichtungsbogen (TR2P40S, erhaltlich von Fuji, Tokyo, Japan) 
eingesetzt, welche dann unter Verwendung eines 

20 Bildanalysiergerates ("BAS 1000 Bio-Imaging Analyser", Fuji) 

abgescannt wurden. Lipidstandards wurden als Vergleichsproben 
eingesetzt . 

25 Untersuchung des Wachstumsverhaltens 

Die Zellen wurden in 96-Well-Kulturplatten bei Dichten von 0,5 
bis 4x10^ Zellen/Well angesat. Die Zellprolif eration wurde durch 
den 4-Methylumbellif eryl-Heptanoat-Fluoreszenzassay beurteilt 
30 und automatisch gemessen (Zouboulis et al. Melanoma. Res. 
1991;1:91-95) . 

Hierfur wurde am Tag der Beurteilung das Kulturmedium entfernt, 
die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen, und 100 pi einer 
35 100 pg/ml-Losung von 4-Methylumbellif eryl-Heptanoat (Sigma, 
Deisenhofen, Deutschland) in PBS wurden zu jedem Well 
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hinzugegeben - Die Flatten wurden dann fur 30 Minuten bei 31 °C 
inkubiert, und die abgegebene Fluoreszenz wurde mit einem 
geeigneten Fluoreszenz-Meiigerat gemessen (Titertec Fluoroscan 
II; Flow, Meckenheim, Deutschland) . Fluoreszenz-Einheiten wurden 
5 erhalten bei 355 nm Anregungs- und 460 nm Emissions-Filtern . 

Behandlung mit Sa-Dihydrotestosteron und Retinoiden 

10 5a-Dihydrotestosteron (5a-DHT; Sigma) wurden in DMSO aufgelost 
und anschliefiend in serum- und phenolfreiem modif iziertem 
DMEM/Ham's F12-Medium (1:1) (Gibco-BRL) mit 2 Mm n-Acetyl-L- 
Alanyl-L-Glutamin eingebracht, welches mit 5 ng/ml EGF, 50 pg/ml 
Rinderhypophysenextrakt , 1 mg/ml Fettsaure-f reiem - 

15 Rinderserumalbumin (Bohringer Mannheim) und 50 pg/ml Gentamycin 
versetzt war, so dali sich eine Endkonzentration von 10"^ M 5a-DHT 
und 0,1% DMSO ergab. 0,1% DMSO allein diente als Kontrolle. Die 
Zellen (0,5 bis 2 x 10^ pro Well) wurden fur 18 Tage mit 5a-DHT 
behandelt . 

20 

Zur Behandlung mit Retinoiden wurden all- trans-Retinsaure, 13- 
cis-Retinsaure und Acitretin in DMSO gelost und anschlieliend in 
serumfreies modif iziertes DME-Medium/Ham * s F12-Medium (1:1) mit 
2 nM N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin eingebracht, welches mit 5 

25 ng/ml EGF, 50 pg/ml Rinderhypophysenextrakt , 1 mg/ml 

fettsauref reiem Rinderserumalbumin und 50 pg/ml Gentamycin 
versetzt war, so dali sich eine Endkonzentration von 10"''. M 
Retinoid und 0,1% DMSO ergab. 0,1 % DMSO allein diente als 
Kontrolle. Retinoide wurden unter abgedunkeltem gelbem Licht 

30 gehandhabt. Die Zellen (0,5 bis 1 x 10^ pro Well) wurden fur neun 
Tage mit den Retinoiden behandelt. 



35 
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Statistische Analyse 

Wachstumsstudien warden unter Zugrundelegung von sechsfachen 
Ansatzen in 96-Well-Platten beurteilt. Alle anderen 
5 Untersuchungen wurden in Triplikat-Ansat zen durchgef uhrt . 

Beispiel 1 

10 Transfektion normaler menschlicher Sebozyten 

Der zur Transfektion normaler menschlicher Sebozyten verwendete 
Vektor mit der Bezeichnung pSVT war ein Plasmidkonstrukt auf der 
Basis von PBR 322, welcher Sequenzen fur das Grolie-T-Protein, von 

15 SV-40 aufwies, wobei die Proteinexpression durch das Long- 
Terminal-Repeat des Rous Sarcoma Virus angetrieben wurde (siehe 
Dutt et al. Oncogene. 1990;5:195-200; Wang et al . In. Vitro. 
Cell. Dev. Biol. 1991 ; 27A : 63-7 4 ) . Die zweite Subkultur normaler 
menschlicher Sebozyten wurde auf 50% Konfluenz in 35 mm- 

20 Kulturgefafien (Becton Dickinson, Plymouth, UK) wachsen gelassen 
und zur Transfektion eingesetzt. Die Transfektion wurde auf der 
Basis einer Gentransf ermethode mittels Anwendung kationischer 
Lipide durchgef uhrt . Dazu wurde das LIPOFECTIN-Reagens 
eingesetzt, das eine 1:1 (w/w) liposomale Formulierung der 

25 kationischen Lipide DOTMA ( 1 , 2-Diolyloxypropyl-3- 
trimethylammoniumchlorid) und DOPE 

(Diolylphosphatidylethanolamin) in membrangef iltertem Wasser (1 
mg/ml) beinhaltet. Hierzu wurde das Kulturmedium entfernt, die 
Kulturzellen wurden zweimal mit serumf reiem Medium (Opti-MEM von 

30 Gibco-BRL) gewaschen und in diesem Medium fur vier Stunden 
inkubiert. Das Medium wurde dann durch eine Transf ekt ions- 
mischung ersetzt, die aus einer Ant ibiotika-f reien Menge Opti- 
MEM-Medium (1,5 ml) mit einer geeigneten Menge des LIPOFECTIN- 
Reagenses (Gibco-BRL; 5-30 [il, am besten 1,5 Vol,-%) sowie einer 

35 geeigneten Menge an pSVT-DNA (1-10 \xg) in einer Losung mit 0,5 ml 
PBS (DNA-End-Konzentration am besten 0,5 Gew.-%) bestand. Die 
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Kulturen wurden fur 24 h bei 37 °C in feuchter Atmosphare 
inkubiert, die 5% CO2 enthielt. Die Kulturen wurden schlieRlich 
zweimal mit Kulturmedium gewaschen und, wie oben beschrieben, 
waiter im Sebozyten-Kulturiuedium gehalten. 

5 

Nach der Transf ektionsprozedur wurde eine dramatisch verringerte 
Lebensf ahigkeit der pSVT-behandelten Sebozyten im Laufe von vier 
Wochen beobachtet. Es folgte aber insbesondere beim Einsatz 
optimaler Mengen an LIPOFECTIN-Reagens und pSVT-DNA das 
10 Auftauchen prolif erierender Sebozytenkolonien . Diese Zellen 

(SZ95) konnten bis heute liber SOmal passagiert werden. Sie sind 
nach wie vor lebensfahig uber die Beobachtungszeit von 4^ 
Jahren . 

15 

Beispiel 2 

Klonierung der immortalisierten menschlichen Sebozyten 

20 Die so immortalisierten menschlichen Sebozyten SZ95 wurden in 
96-Well-Kulturplatten ausgesat in einer Verdunnungsreihe mit 
geometrisch absteigenden Zellzahlen von 1 x 10^ Zellen in der 
ersten Reihe bis zum Erreichen von theoretisch null Zellen in 
der letzten Reihe (Zouboulis et al. in "Das maligne Melanom der 

25 Haut", C.E. Orfanos und C. Garbe (Hrsg.) Zuckschwerdt , Munchen, 
Deutschland: 1990 ; 158-168 ) . Die Zellen wurden in 
Standardkulturmedium gehalten, welches mit 5 ng/ml EGF und 3 
ng/ml KGF versetzt war, Wachsende Zellen wurden als Klone 
betrachtet, wenn sie von einer einzelnen Zelle pro Well 

30 stammten, was durch lichtmikroskopische Untersuchungen 

beobachtet werden konnte . Somit wurden klonierte SZ95-Zellen 
erhalten . 



35 



-21- 

Beispiel 3 

Charakterisierung der immortalisierten menschlichen Sebozyten 

5 

Nachweis des SV-4 0-Grofien-T-Ant igens 

Die Expression des Grolien-T-Antigens von SV-40 in 
immortalisierten Sebozyten wurde immunzytochemisch und mittels 

10 Westernblot-Analyse unter Verwendung eines monoklonalen anti- 
humanen SV-4 0-GroB-T-Ag-Antikorpers aus Mausserum (Oncogene 
Science, Cambridge, IVIA, USA) , der fur die immunzytochemische 
Analyse auf 1:1000 und fiir die Westernblot-Analyse 1:100 
verdtinnt war, nachgewiesen . Menschliche normale epidermale 

15 Keratinozyten, dermale Fibroblasten und - als Positivkontrolle - 
durch SV-40-Groft-T-Antigen immortalisierte endotheliale Zellen 
HMEC-1 (siehe WO-A-92/17569) wurden zum Vergleich eingesetzt. 

Die immunozytochemische Untersuchung der nach Beispiel 1 
20 immortalisierten Sebozyten mit dem monoklonalen Antikorper gegen 

das Groli-T-Antigen von SV-40 ergab eine starke, uberwiegend 

nukleare, teils auch zytoplasmatische Anfarbung (siehe Fig. 2a) . 

Normale Keratinozyten und Fibroblasten waren gleichmaliig negativ 

gegenuber dem SV-40-Groft-T-Protein, und die HMEC-l-Zellen als 
25 Positivkontrolle zeigten uberwiegend eine nukleare, teils auch 

zytoplasmatische, Farbung fur das SV-4 0-Groli-T-Protein (siehe 

Fig. 2b) . 

Fig. 2c zeigt die Ergebnisse der Westernblot-Analyse der SV-40- 
30 Groli-T-Antigenexpression in nicht-tranf izierten normalen 
menschlichen Sebozyten (Spur 1) , in normalen menschlichen 
epidermalen Keratinozyten (Spur 2), in immortalisierten 
Sebozyten gemafi der Erfindung (34. Subkultur; Spur 3), sowie in 
verschiedenen klonierten Sebozyten gemali der Erfindung (Spuren 
35 4,5 und 6) . Eine Bande bei 94 kD wurde fur die immortalisierte 
Sebozytenlinie sowie ihrer Klone nachgewiesen, was die 
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Expression des SV-40-GroBen-T-Proteins bestatigte (siehe Harlow 
et al. J, Virol. 1981;39:861-869). 

5 Phanotypische Charakterisierung der erf indungsgemafien , 
immortal is iert en Sebozyten 

Die Morphologie der gemafi Beispiel 1 immortalisierten Sebozyten 
SZ95 war epithelial und zeichnete sich durch eine polymorphe 
10 Erscheinung mit Zellen unterschiedlicher GroiJe aus, wobei 

zahlreiche Tropfchen im Zytoplasma beobachtet werden konnten 
(siehe Fig, lb und c) . 

Immunozytochemische Untersuchungen mit entsprechenden 
15 Antikorpern ergaben fur die erf indungsgemafien, immortalisierten 
Sebozyten ein positives Resultat gegen das Talgdrusenantigen - 
im Gegensatz zu normalen epidermalen Keratinozyten, die nicht 
mittels des monoklonalen Antikorpers gegen das Talgdrusenantigen 
angefarbt wurden (siehe Fig. 3) . Die Fig. 3. zeigt die 
20 immunzytochemischen Ergebnisse auf Zytozentrif ugationspraparate 
(a) der erf indungsgemalien, immortalisierten Sebozyten sowie (b) 
normaler menschlicher epidermaler Keratinozyten . Die Praparate 
waren mit einem monoklonalen Antikorper gegen das 
Talgdrusenantigen angefarbt. Wahrend die erf indungsgemaBen, 
25 immortalisierten Sebozyten eine positive zytoplasmatische 

Farbung aufwiesen, waren die normalen menschlichen epidermalen 
Keratinozyten nicht gefarbt. 

Daruber hinaus wurde liber die Westernblot-Analyse die Expression 
30 der Keratine 1, 13 und 19 sowie mehrerer Proteine der humanen 
polymorphen epithelialen Muzingruppe in den immortalisierten 
Sebozyten nachgewiesen, wohingegen menschliche Keratinozyten 
lediglich das Keratin 13 exprimierten (siehe Fig. 4) . Fur die 
Westernblot-Analyse gemaJi Fig. 4 wurden das extrahierte 
35 Gesamtprotein immortalisierter Sebozyten gemaft der Erfindung 
(34. Subkultur; Spur 1), verschiedener klonierter 
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immortalisierter Sebozyten gemafi der Erfindung (Spuren 2, 3 und 

4) sowie normaler menschlicher epidermaler Keratinozyten (Spur 

5) aufgetragen, und zwar zur Identif izierung der Expression von 
humanem epithelialem Sialomucin (ESM) (>400 kD) , humanem 
Milchfett-Globulin-1 (HMFG-1) (400 kD) , humanem Milchfett- 
Globulin-2 (HMFG-2) (80-400 kD) , Muzin-ahnlichem, Karzinom- 
assoziiertem Antigen (MCA) (350 kD) , epithelialem Membranantigen 
(EMA) (250-400 kD) , Thomsen-Friedenreich-Antigen (TF-Antigen) 
(155 kD) , Keratin 7 (54 kD) , Keratin 13 (54 kd) , Keratin 19 (40 
kD) sowie der 5a-Reduktase vom Typ 1 (5a-Red. 1) (21-27 kD) . Die 
immortalisierte Zellinie sowie ihre Klone gemafi der Erfindung 
exprimierten alle untersuchten Proteine, wohingegen 

Keratinozyten nur das Keratin 13 und die 5a-Reduktase vom Typ 1 
exprimierten. 



Lipidsynthese 

Das Anfarben mit Nilrot und der Beurteilung mittels 
Fluoreszenzmikroskopie zeigten die Gegenwart von Lipiden im 
Zellzytoplasma . In den erf indungsgemafien, immortalisierten 
Sebozyten SZ95 (siehe Fig. 5), die mit auf neutrale Lipide 
gerichtetem Nilrot-Fluoreszenzf arbstof f angefarbt wurden, 
ergaben einzelne oder in Gruppen vorliegende Lipidtropf chen, die 
im Zytoplasma der Sebozyten beliebig verteilt waren. Die 
erf indungsgemafien, immortalisierten Sebozyten verringerten ihren 
Lipidgehalt von 510 Fluoreszenzeinheiten pro Zelle (Mittelwert ) 
in serumhaltigem Medium auf 429 Fluoreszenzeinheiten pro Zelle 
(Mittelwert; d.h. minus 16%) in serumfreiem Medium, was durch 
f luoreszenzzytrometrische Untersuchungen von Nilrot-angef arbten 
Zellen nachgewiesen wurde. 

Die erf indungsgemafien, immortalisierten Sebozyten gemafi Beispiel 
1 synthetisierten mehrere Fraktionen neutraler Lipide, darunter 
die typisch Talgdriisenlipide Squalen und Wachsester sowie 
Triglyzeride, Cholesterol, Cholesterolester , Diglyzeride, 
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Lanosterol und freie Fettsauren. Dies wurde uber 25 bis 40 
Subkulturen hinweg beobachtet. Dies ist in Fig. 6 gezeigt, wo 
HPTLC-f raktionierte Lipide nach der Pulsauf nahme von radioaktiv 
markiertem Natriumacetat uber eine radiometrische Bildauswertung 
5 detektiert wurden bei zwei ausgewahlten^ immortalisierten und 
klonierten Sebozytenkulturen (siehe Spuren 3 und 4 bzw. 5 und 
6) . Wie die Spuren 3, 4 und 5 zeigen, synthetisierten die Zellen 
mehrere Fraktionen neutraler Lipide, darunter Squalen (Sq) , 
Wachsester (WE) sowie Triglyzeride (Tg) , Cholesterol (Cho) , 

10 Cholesterolester (ChE) , Diglyzeride (Dg) , Lanosterol (Lan) sowie 
freie Fettsauren (FFA). Alle neutralen Lipide wurden ebenso, 
wenn auch in geringerem Ausmali, in den extrazellularen 
Uberstanden (siehe Spur 6) gefunden, Zum Vergleich wurden in 
Spur 1 Lipidstandards , in Spur 2 menschliches Sebum und in Spur 

15 4 freie Fettsauren, die aus Zellen extrahiert waren, 

aufgetragen. Als weiteren Vergleich zeigen die Spuren 7 und 8 
die Resultate von Keratinozyten, wobei Spur 7 die Anwesenheit 
von hauptsachlich Cholesterol und Triglyzeriden in den Zellen 
anzeigt, wahrend aus dem Uber stand (Spur 8) uberwiegend 

20 Cholesterin gefunden wurde. 

Prolif erationsstudien 

25 Ein logarithmisches Prolif erationsmuster der immortalisierten 
Sebozyten gemaft der Erfindung wurden unter normalen 
Kulturbedingungen mit Populat ions-Verdopplungszeiten von 52,4 
+/- 1,6 unabhangig von den ursprunglichen Kulturzelldichten 
nachgewiesen . Hierzu zeigt Fig. 7 die Proliferation einer 

30 immortalisierten, klonierten Sebozytenzellinie (SZ95) uber 18 
Tage in Sebozytenmedium. 

Die Proliferation der immortalisierten Sebozyten war verringert 
nach Zugabe von serumfreiem Medium, wurde aber wieder aufgehoben 
35 nach Zugabe von 5a-DHT. Dies ist in Fig. 8 fur einen 

beispielhaf ten Sebozytenklon gezeigt, wobei die Proliferation 
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der Zellen (Aussaat 2000 pro Well) uber 18 Tage in serumf reiem 
Medium (Kontrolle) sowie in serumf reiem Medium, welches mit 10~^ 
M 5a-DHT versetzt war, beobachtet wurde. Nach dem 8. Tag erhohte 
das 5a-DHT die Proliferation der Zellen betrachtlich, was sich 
5 an der f estgestellten Populat ions-Verdopplungszeit von 136 

Stunden (Kontrolle) und 53,7 Stunden ( 5a-DHT-behandelte Zellen) 
zeigte p<0.05; p<0.01). 

Das Einwirken von Retinoiden auf die immortalisierten Zellen 

10 zeigte ein unterschiedliches Ansprechen des 

Prolif erationsverhaltens . Wahrend manche Klone durch Retinoide 
in der Proliferation inhibiert wurden ( typischerweise 
verschieden stark in der Reihenfolge 13-cis-Retinsaure > all- 
trans-Retinsaure >> Acitretin) , wurden andere Klone in der 

15 Proliferation stimuliert (beispielsweise durch all-trans- 
Retinsaure und 13-cis-Retinsaure) entsprechend der 
Prolif erationsantwort von normalen menschlichen epidermalen 
Keratinozyten. Dies ist in Fig. 9 gezeigt p<0.05; 
p<0.01; p<0.001) . 
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Patentanspriiche 

1. Sebozyten, die immortalisiert sind, 

2. Sebozyten nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnfet , dali sie 
vom Menschen stammen. 

3. Sebozyten nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , dafi sie 
von der menschlichen Talgdruse stammen. 

4. Sebozyten nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , daft die 
Talgdriisenzellen Gesichtstalgdriisenzellen sind, . 

5. Sebozyten nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daft sie in Form einer Zellinie vorliegen, 

6. Sebozyten nach einem der vorangehenden Anspriiche, dadurch 
gekennzeichnet , daft sie durch Transfektion von DNA 
immortalisiert wurden . 

7. Sebozyten nach einem der vorangehenden Ansprliche, dadurch 
gekennzeichnet , daft sie das Grofte-T-Ant igen von SV-40 
exprimieren . 

8. Sebozyten nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , daft sie Merkmale von normalen, nicht- 

transf izierten und dif f erenzierenden Sebozyten aufweisen. 

9- Sebozyten nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , daft ihre Proliferation mittels Androgenen 
und/oder Retinoiden veranderbar ist. 



10. Sebozyten nach einem der vorangehenden Anspruche, dadurch 
gekennzeichnet , daJi sie kloniert sind, 

11. Die rnenschliche Sebozyten-Zellinie. DSM 

12. Verwendung der Sebozyten gemali einem der Anspruche 1 bis 10 
Oder der menschlichen Sebozyten-Zellinie gemaii Anspruch 11 fur 
diagnostische, fur therapeutische oder fur kosmetische Ansatze. 

13. Verwendung der Sebozyten gemafi einem der Anspruche 1 bis 10 
Oder der menschlichen Sebozyten-Zellinie gemali Anspruch 11 zur 
Untersuchung der Physiologie oder der Pathophysiologie der 
menschlichen oder der tierischen Talgdruse. 

14. Verwendung der Sebozyten gemali einem der Anspruche 1 bis 10 
Oder der menschlichen Sebozyten-Zellinie gemafi Anspruch 11 zur 
Untersuchung der Entstehung der Akne und/oder der Seborrhoe 
und/oder anderer Erkrankungen . 

15. Verwendung der Sebozyten gemali Anspruch 14, wobei die zu 
untersuchenden anderen Krankheiten Haut krankheiten sind, bei 
denen die Talgdriisenf unktion eine Rolle spielt oder spielen 
kann . 

16. Verwendung der Sebozyten gemali einem der Anspruche 1 bis 10 
Oder der menschlichen Sebozyten-Zellinie gemali Anspruch 11 zum 
Testen von Anti-Akne- und/oder Anti-Seborrhoe-Verbindungen oder 
-Mitteln. 

17. Verwendung der Sebozyten gemali einem der Anspruche 1 bis 10 
Oder der menschlichen Sebozyten-Zellinie gemali Anspruch 11 zum 
Testen von Verbindungen oder Mitteln gegen Erkrankungen. 

18. Verwendung der Sebozyten gemali Anspruch 17, wobei die 
Erkrankungen Haut krankheiten sind, bei denen die 
Talgdrusenfunktion eine Rolle spielt oder spielen kann. 
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Zusammenf assung 

Es werden fetthaltige, talgproduzierende Zellen (Sebozyten) 
beschrieben. Insbesondere betrifft sie Talgdriisenzellen und 
eine Talgdrusenzellinie mit der Eigenschaft, iiber viele 
Subkulturen hinweg weitergeztichtet zu werden. Die Sebozyten 
eignen sich hervorragend fiir niitzliche Anwendungen. 
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FIG. 4 
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FIG. 5 
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FIG, 7 
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FIG. 9 
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